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【研究目的】ユビキチンは翻訳後修飾因子の一つであり、真核生物において数多
くの生命現象を制御する。好塩性アーキア Haloferax volcanii がもつユビキチン
様タンパク質（SAMP）は、モリブドプテリン生合成、tRNAのチオ化修飾、翻
訳後修飾などに、硫黄のキャリアーとして関与することが知られている(1)。一方、
初期生命の性質を強く残している好熱性アーキアの SAMP オルソログの機能は
不明である。超好熱性アーキア Thermococcus kodakarensisや好熱好酸性アーキア
Sulfolobus acidocaldarius は 3 つの SAMP オルソログ（T. kodakarensis: TK2118, 
TK1065, TK1093; S. acidocaldarius: Saci_0952, Saci_0669, Saci_1652）をもつ。
TK1093 や Saci_1652 の一次配列は、tRNA のチオ化修飾に関わることが知られ
ている H. volcanii 由来 SAMP2と特に類似している。tRNAのチオ化修飾はその
熱安定性を高める効果があるため、好熱菌の高温での生育に重要であると考え
られている(2)。本研究では、好熱性アーキアの SAMP オルソログの生理機能を
解明することを目的とし、各 SAMP オルソログ破壊株の tRNA のチオ化修飾の
有無の検証と生育特性解析を行った。 
 
【実験方法】T. kodakarensisの遺伝子破壊株における tRNAのチオ化修飾の検証
および生育特性解析 T. kodakarensis の各 SAMP オルソログ（TK1065, TK1093, 
TK2118）遺伝子破壊株, SAMPオルソログ三重破壊株および親株KU216株（∆pyrF）
を、元素硫黄を含む栄養培地（ASW-YT-S0）および含まない栄養培地（ASW-YT-
Pyr）で培養し、培養菌体から RNAを抽出後、尿素変性ゲル電気泳動より tRNA
を分画精製した。tRNA の 54 位にある m5S2U に着目して LC-MS により tRNA
のチオ化修飾の有無を検証した。また、ASW-YT-S0培地および ASW-YT-Pyr 培
地で生育至適温度（85℃）と高温環境（93℃または 90℃）の条件で、各株の生
育特性解析を行った。 
S. acidocaldariusの遺伝子破壊株における tRNAチオ化修飾の検証および生育特
性解析 saci_1652 を相同組換えにより破壊した。Saci_1652 遺伝子破壊株をキシ
ロース・トリプトン・ウラシル培地（XTU）で培養し、菌体から上述の方法で
tRNAを分画精製した。そして 54位に存在すると予想される s2Uに着目し、LC-
MS により tRNA のチオ化修飾の有無を検証した。また、親株 SK-1 株（∆suaI, 
∆pyrE）と saci_1652破壊株について、XTU培地で生育至適温度（75℃）および
高温環境下（82℃）における生育を解析した。 
 
【実験結果と考察】T. kodakarensisの tRNA画分の LC-MS解析の結果、ASW-YT-
Pyr培地で培養した各 SAMPオルソログ破壊株のうち、TK1093遺伝子破壊株の
tRNAの 54位の m5s2Uの存在比が、野生株の tRNAに比べて減少していた。こ
のことから TK1093 はチオ化修飾に関与していることが示唆された。しかし、
SAMP オルソログ三重破壊株においても tRNA チオ化修飾が完全に消失するこ
とはなかった。一方、ASW-YT-S0培地で培養した場合では、tRNAの 54位の 2-
チオ化修飾率は野生株、TK1093遺伝子破壊株、SAMPオルソログ三重破壊株で
同等であった。以上の結果は、T. kodakarensis は SAMP依存的な硫黄転移系を介
した tRNA 硫黄化機構と、SAMP による硫黄転移系を介さず外環境の S0によっ
て制御される 2つの硫黄化機構を有することを示唆している。TK1093遺伝子破
壊株の生育特性解析の結果、ASW-YT-S0培地では高温での比増殖速度が低下し、
ASW-YT-Pyr 培地では誘導期の延長が見られたことから、TK1093 が高温での生
育に重要であることがわかった。 
	 S. acidocaldariusの tRNA画分の LC-MS解析の結果、Saci_1652遺伝子破壊株
において 54位の s2Uの存在比が、親株のそれと比べて減少した。また、生育特
性解析の結果、Saci_1652破壊株は比増殖速度が高温環境下で低下した。このこ
とから Saci_1652は 54位の s2U修飾の硫黄キャリアーとして機能することが示
唆された。 
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